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Riassunto della tesi 
Il Lupus Eritematoso Sistemico (LES) é una malattia 
autoimmune sistemica che, nonostante i progressi in ambito 
diagnostico e terapeutico, può tutt‟ora avere un decorso 
potenzialmente fatale in alcuni pazienti resistenti agli schemi 
terapeutici convenzionali.  
Ad oggi, si ritiene che la terapia cellulare rappresenti una nuova 
promettente opzione terapeutica in questi pazienti. Alcuni 
pazienti con LES severo e refrattario sono stati già sottoposti a 
trapianto autologo di cellule staminali ematopoietiche in 
associazione con terapia citotossica ad alte dosi ottenendo 
risultati incoraggianti. Tuttavia, se vi é una ampia 
documentazione del ruolo svolto dalle cellule staminali 
ematopoietiche (HSC), pochi dati sono disponibili circa il ruolo 
svolto da cellule stromali mesenchimali (MSCs).  
E‟ stato recentemente postulato che MSCs possano esercitare un 
effetto di tipo anti- infiammatorio e immunomodulante. Tali 
osservazioni sono state il razionale per lo studio dell‟impiego 
delle MSC in ambito trapiantologico per la modulazione del 
rigetto del trapianto di organo solido e per la cura della Graft 
Versus Host Disease; nell‟ambito di malattie a patogenesi 
autoimmune è stato postulato il loro utilizzo in malattie quali la 
sclerosi multipla, la Sclerosi Sistemica e il LES. A tale riguardo, 
studi pre-clinici su modelli animali e studi pilota su malati 
refrattari alle terapie convenzionali hanno evidenziato risultati 
promettenti sia in termini di efficacia terapeutica che di 
tollerabilità delle MSC. 
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Ad oggi, tuttavia, rimangono da chiarire molti aspetti sia circa 
l‟efficacia e la sicurezza a lungo termine del trattamento con 
MSC nel LES, sia circa le strategie trapiantologiche e i 
protocolli di trattamento più efficaci.  
Su queste basi appare di cruciale importanza la 
caratterizzazione morfologica e funzionale delle MSCs 
midollari nei LES; inoltre, la disponibilità di modelli animali di 
malattia offre la opportunità di testare diverse opzioni 
trapiantologiche con lo scopo di trasferire nuove utili 
acquisizioni alla pratica clinica. 
Il presente progetto di ricerca è stato finalizzato alla definizione 
delle caratteristiche delle MSCs midollari in un modello murino 
di LES; si tratta di una fase preparatoria a successivi 
esperimenti di trapianto di MSCs nello stesso modello animale a 
scopo terapeutico. 
Allo stesso tempo, l‟osservazione dell‟andamento clinico della 
malattia lupica nel modello animale ha avuto lo scopo di 
definire i parametri clinici necessari per la successiva scelta 
della tempistica e delle diverse opzioni trapiantologiche. 
L‟isolamento e l‟espansione di MSCs midollari da un ceppo 
murino che sviluppa spontaneamente la malattia lupica 
(NZB/WF1) è stata confrontata con un ceppo murino non 
malato di controllo (C57BL6/J); inoltre, il confronto è avvenuto 
in tempi successivi, prima e nel corso dello sviluppo della 
patologia. Infatti, sacrifici seriati degli esemplari ci hanno 
consentito uno studio delle caratteristiche delle MSCs ottenute 
da 8 settimnane (prima della comparsa dei segni della malattia) 
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di vita fino a 36 settimane di vita (in fase clinicamente 
conclamata). 
Lo studio di diversi parametri della fisiologia  ex vivo ed in vitro 
delle MSCs ottenute sembrano affermare concordi una ridotta 
capacità proliferativa e di crescita delle stesse nei topi malati, in 
particolare nelle osservazioni effettuate a 36 settimane.  
Da queste osservazioni, se confermate anche nell‟uomo, 
potrebbero derivare importanti considerazioni di impatto clinico 
quali, ad esempio, la modalità trapiantologia più efficace e 
l‟eventuale coinvolgimento delle MSCs nella eziopatogenesi del 
LES. 
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1- Introduzione 
Il Lupus Eritematoso Sistemico (LES) è una malattia 
infiammatoria cronica a eziopatogenesi autoimmune che si 
caratterizza per manifestazioni cliniche sistemiche e un ampio 
spettro possibile di severità a seconda dell‟impegno d‟organo 
presente. I meccanismi immunopatologici tradizionalmente 
coinvolti nello sviluppo della malattia prevedono la complessa 
compartecipazione di meccanismi umorali (produzione di 
anticorpi autoreattivi, mediatori della flogosi, 
immunocomplessi) e cellulari  (in particolare mediati da 
linfociti B e T autoreattivi). 
Tra le manifestazioni cliniche di più frequente riscontro 
l‟impegno renale e del sistema nervoso centrale risultano le 
manifestazioni d‟organo più severe per il cui trattamento gli 
schemi terapeutici tradizionali prevedono steroidi ad alte dosi e 
farmaci citotossici (Ciclofosfamide, Micofenolato Mofetile, 
Ciclosporina, Azatioprina). Più recentemente, nuovi farmaci 
biotecnologici sono stati introdotti nell‟armamentario 
terapeutico del LES (anticorpi anti-Blys) e nuove molecole sono 
attualmente in via di sviluppo. 
L‟introduzione di nuovi farmaci e l‟ottimizzazione della 
gestione dei farmaci tradizionali, il miglioramento delle 
procedure diagnostiche e preventive hanno sicuramente 
contribuito in maniera decisiva al miglioramento della prognosi 
della malattia; infatti, la sopravvivenza è passata dal 60% a 
dieci anni dalla diagnosi degli anni „70 ad oltre il 90% negli 
anni ‟90 (1). Tuttavia, nonostante i notevoli progressi sia in 
ambito diagnostico che terapeutico, la malattia continua ad 
avere una prognosi severa in alcuni gruppi di pazienti refrattari 
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alle terapie convenzionali. In tali pazienti, l‟attività di malattia e 
le complicanze infettive rimangono le cause principali di 
mortalità a breve termine; inoltre, alcuni pazienti sviluppano 
danno d‟organo irreversibile con significativa compromissione 
della qualità di vita e aumentato rischio di complicanze tardive 
quali, ad esempio, quelle cardiovascolari e neoplastiche (2). 
Tra le nuove opzioni terapeutiche, il trapianto autologo di 
cellule staminali ematopoietiche (HSC) associato a terapia 
citotossica ad alte dosi rappresenta un‟ alternativa per i malati 
refrattari alle terapie convenzionali. Dal 1996, oltre 1000 
pazienti con malattia autoimmune severa e refrattaria hanno 
ricevuto un trapianto di HSC (di cui 86 LES) con risultati 
incoraggianti; tra questi, pazienti affetti da la Sclerosi Sistemica, 
LES, artrite reumatoide e artrite reumatoide giovanile. Molti di 
questi pazienti sono andati incontro a lunghi periodi di 
remissione e studi successivi hanno evidenziato la possibilità di 
un “reset” immunologico oltre che ad un effetto terapeutico 
legato alla potente immunosoppressione.  D‟altra parte, la 
mortalità legata alla procedura, piuttosto elevata all‟inizio, è 
andata riducendosi drasticamente negli ultimi anni e attualmente 
diversi studi clinici randomizzati controllati sono in corso (3,4).  
Più recentemente, è stato ipotizzato che anche cellule stromali 
mesenchimali multipotenti (MSC) rivestano un ruolo 
importante nella eziopatogenesi di alcune malattie autoimmuni 
sistemiche e che, pertanto, possano avere un effetto terapeutico 
derivante da una loro infusione in soggetti malati (5-6). 
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1.1 Cellule Stromali Mesenchimali  
Quando cellule presenti in un aspirato midollare vengono 
coltivate in contenitori plastici, precursori emopoietici e HSCs 
non aderiscono alla plastica e possono essere rimosse insieme al 
mezzo di coltura; viceversa, rimane adesa alla superficie 
plastica una popolazione cellulare originariamente denominata 
“colony-forming unit fibroblast” per la capacità di tali cellule di 
formare ex vivo colonie cellulari fibroblasto-simili. 
Successivamente tali cellule sono state identificate con il 
termine MSCs (“cellule mesenchimali stromali multi potenti”), 
cellule stromali che contribuiscono al supporto strutturale della 
matrice del midollo, ne coadiuvano la funzione ematopoietica e 
posseggono capacità differenziative in diverse linee cellulari di 
derivazione mesenchimale. Dal momento che le MSCs non 
hanno un unico fenotipo e non esiste ad oggi nessun marcatore 
specifico per isolarle, la International Society of Cellular 
Therapy (ISCT) ha stabilito alcuni criteri minimi necessari per 
la definizione di MSC (7):  
1. Capacità di aderire a superficie plastica e morfologia in 
coltura fibroblasto-simile 
2. Espressione di CD105, CD73 e CD90 
3. Assenza di marcatori di superficie caratteristici di cellule 
ematopoietiche come CD45, CD34, CD14, CD11b, 
CD19, CD79a e HLA-DR 
4. Capacità di differenziarsi in osteoblasti, adipociti e 
condrociti 
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Descritte originariamente nel midollo osseo seppur con 
caratteristiche fenotipiche e funzionali parzialmente diverse, 
MSCs possono anche essere isolate dal periostio, tessuto 
muscolare, sinovia e liquido sinoviale, fegato e sangue 
periferico, sangue cordonale e tessuto adiposo (8-14).  
Sebbene le MSCs siano presenti nel midollo osseo in rapporto 
di 1:10
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 con le cellule mononucleate, esse possono essere 
facilmente espanse in vitro; si calcola infatti che  un aspirato 
midollare di 2 ml nell‟arco di 3 settimane di coltura possa 
fornire dai 12 ai 35 bilioni di MSCs utilizzabili per la ricerca in 
vitro o per applicazioni cliniche. 
 
1.2 Fisiologia delle MSCs e basi razionali del loro impiego 
nelle malattie autoimmuni sistemiche 
Dopo infusione endovenosa, le MSCs sono rilevabili in diversi 
tipi di tessuto e dimostrano chiaramente la capacità di 
distribuirsi in particolare nelle sedi di danno tissutale (15); tale 
capacità di colonizzare tessuti danneggiati è il presupposto del 
loro uso terapeutico per la riparazione ossea e cartilaginea. 
Inoltre, le MSCs, come cellule dello stroma midollare, 
secernono costitutivamente citochine fondamentali per 
l‟ematopoiesi e hanno dimostrato di contribuire in maniera 
determinante all‟attecchimento del trapianto di cellule staminali 
ematopoietiche in modelli animali sperimentali, soprattutto 
quando la quantità di cellule ematopoietiche è limitata (16, 17)  
Più recentemente, sono state attribuite alle MSCs anche 
proprietà immunomodulanti ed antinfiammatorie. Le MSCs non 
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sono rigettate dal sistema immunitario anche dopo trapianto 
allogenico in quanto non riconosciute dalle cellule T e alcune 
fondamentali caratteristiche immunologiche risultate da 
osservazioni in vitro rendono conto di tale assenza di attività 
immunostimolatoria. Infatti le MSCs condividono con le cellule 
epiteliali timiche alcune molecole di superficie,  esprimono 
molecole MHC di classe I ma non di classe II, non esprimono 
molecole co-stimolatorie indispensabili per l‟attivazione delle 
cellule T quali il CD80, CD86 o CD40 e non sono in grado di 
indurre attivazione linfocitaria APC-dipendente. Le MSCs, oltre 
a non indurre attivazione dei linfocitit T CD4+, eludono la lisi 
da parte dei linfociti T citotossici (CD8+) e delle cellule NK. 
(14) . Inoltre, in sintesi, le MSCs hanno dimostrato la capacità 
di bloccare la proliferazione dei linfociti T, dei linfociti B e 
delle cellule NK e di interferire con la maturazione delle cellule 
dendritiche. Infatti, in colture linfocitarie miste, MSCs animali e 
umane hanno dimostrato la capacità di bloccare la allo-reattività 
linfocitaria attraverso un meccanismo HLA-indipendente dose-
dipendente; inoltre, in colture cellulari umane, l‟entità della 
immunosoppressione non è inibita dalla separazione dei linfociti 
dalle MScs indicando che il meccanismo inibitorio non è 
mediato dal contatto cellulare. Alcuni esperimenti hanno 
evidenziato un effetto di arresto irreversibile del ciclo cellulare 
delle cellule T in fase G0/G1 o un‟induzione dell‟apoptosi delle 
stesse; tuttavia altri studi non hanno confermato tali 
osservazioni mostrando una ripresa dell‟attività cellulare dei 
linfociti T dopo la rimozione delle MSCs dal mezzo. (18-22)  
Esperimenti in vitro su colture cellulari miste hanno evidenziato 
che la secrezione citochinica delle cellule dendritiche, dei 
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linfociti T naive ed attivati e delle cellule NK viene 
profondamente alterata verso un fenotipo “anti-infiammatorio” 
o, comunque, “di immuno-tolleranza” in presenza di MSCs; tali 
cellule, infatti, hanno dimostrato di inibire la produzione di 
interferon-γ da parte dei linfociti Th1 e di potenziare il rilascio 
di IL-4 da parte dei linfociti Th2. Il meccanismo alla base 
dell‟effetto immunosoppressivo osservato risulta ad oggi da 
chiarire; vari studi in vitro hanno condotto a diversi risultati, 
non sempre confermati; in alcuni casi sono stati individuati dei 
fattori solubili (IL-10, TGF-β1) , prostaglandina E2, o un deficit 
di triptofano indotto dalla indo lamina 2,3 –deossiossigenasi 
(IDO).  
1.3 MSCs e malattie autoimmuni 
Colture di MSCs di origine midollare ottenute da donatori sani e 
pazienti affetti da varie malattie autoimmuni sistemiche (Artrite 
Reumatoide, Sclerosi Sistemica e Sindrome di Sjögren) hanno 
dimostrato la capacità di inibire la proliferazione di cellule 
mononucleate periferiche autologhe e allogeniche in maniera 
dose-dipendente in varie condizioni (anche dopo attivazione e 
in fase già proliferante)(23).   
Alla luce delle osservazioni sul potere immunomodulante delle 
MSCs, un effetto immunosoppressivo in vivo è stato per la 
prima volta osservato in un modello animale (babbuino) in cui 
l‟infusione di MSCs rallentava il rigetto di trapianto di cute non 
istocompatibile. Tali osservazioni, confermate in successivi 
studi, hanno gettato le basi per l‟impiego clinico di tali cellule 
nei disordini ad eziopatogenesi autoimmune. I primi risultati 
interessanti sono derivati dagli studi di Le Blanc et al che hanno 
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impiegato con successo MSCs in GVHD resistenti alle terapie 
convenzionali (24). 
 Studi successivi hanno dato risultati non sempre soddisfacenti 
e, comunque, hanno evidenziato la notevole importanza di 
alcuni aspetti qual la dose di MSCs, la necessità di una 
manipolazione del sistema immune dell‟ospite, il timing e la via 
di somministrazione delle MSCs per l‟efficacia terapeutica. 
In modelli animali murini, inoltre, è stato osservato che, se 
somministrate precocemente dopo l‟induzione, le MSCs 
riducono  l‟infiammazione e la fibrosi polmonare indotte da 
Bleomicina; risultati analoghi sono stati osservati anche in un 
modello murino di fibrosi epatica e  in un modello animale di 
danno vascolare renale. (25)  
Le MSCs sono state studiate quindi per la terapia di modelli 
sperimentali di altre malattie autoimmuni quali la Sclerosi 
Multipla (SM), il Diabete Mellito (DM), l‟Artrite Reumatoide 
(AR), il Lupus Eritematoso Sistemico (LES).  
1.4 Modelli animali di autoimmunità e MSCs 
In modelli sperimentali di encefalomielite autoimmune (un 
modello sperimentale di Sclerosi Multipla) sono stati dimostrati 
miglioramenti clinici ed istologici e, più recentemente, tali 
risultati sono stati confermati e spiegati con meccanismi di 
neuro protezione, immunomodulazione e neurorigenerazione. 
(26, 27) Più recentemente le MSCs hanno dimostrato proprietà 
neuro rigenerative anche in modelli animali di altre patologie 
neurologiche quali i traumi spinali, Ictus, sclerosi laterale 
amiotrofica, e malattie neurometaboliche; in ogni caso, l‟effetto 
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benefico delle MSCs sembra essere legato non tanto alla loro 
trans differenziazione in cellule nervose, quanto piuttosto, 
indirettamente, al loro effetto anti-infiammatorio paracrino sui 
tessuti circostanti. 
Diversi studi su modelli murini di diabete tipo 1 hanno 
dimostrato che il trapianto di MSCs può migliorarne il profilo 
metabolico. E‟ stato infatti osservato che l‟infusione endovenosa 
di MSCs in topi NOD/scid determinava un incremento delle 
insule pancreatiche e delle cellule producenti insulina (28) 
probabilmente tramite un meccanismo paracrino di produzione 
di citochine e fattori di crescita con effetto angiogenetico, 
citoprotettivo, anti-infiammatorio, mitogeno ed antiapoptotico 
(29).  
Interessanti osservazioni sono derivate anche dall‟applicazione 
di MSCs in modelli animali di malattia autoimmune articolare 
con risultati tuttavia contrastanti; infatti, se i primi esperimenti 
su modelli animali di artrite indotta dal collagene non 
evidenziavano alcun effetto benefico dell‟infusione sistemica o 
intrarticolare di MSC (30), altri studi successivi hanno osservato 
che l‟infusione per via sistemica di MSCs modificate 
geneticamente per l‟iperespressione di IL-10 determinava una 
inibizione dell‟artrite e una regolazione della produzione 
citochimica in senso anti-infiammatorio (31)  
In modelli sperimentali di LES, MSCs allogeniche hanno 
dimostrato di inibire la proliferazione ma non la attivazione dei 
linfociti T, di inibire la produzione di IL-4 e di stimolare la 
produzione di IFN-γ da parte dei linfociti T. Inoltre, gli stessi 
esperimenti hanno dimostrato un effetto inibitorio delle MSCs 
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sulla proliferazione, attivazione e secrezione 
immunoglobulinica dei linfociti B (32). 
Più recentemente, Kangxing Zhou K et al (33) hanno 
dimostrato che il trapianto di MSCs umane da volontari sani in 
un modello sperimentale murino di LES (MRL/lpr) induce una 
inibizione della proliferazione T-linfocitaria secondo una 
risposta dose-dipendente, una riduzione numerica dei linfociti T 
CD4 e un aumento della sottopopolazione Th1. Inoltre, due 
settimane dopo l‟infusione, sono stati  osservati una 
significativa riduzione della proteinuria e dei livelli di anti-
dsDNA rispetto al gruppo di controllo non sottoposto ad MSCs, 
e, dalle analisi analisi immunoistochimiche su tessuto renale, è 
risultato un miglioramento della patologia renale. 
1.5 Le MSCs nel LES sono difettive? 
Sun LY et al (34) hanno osservato che MSCs di pazienti affetti 
da LES possono essere espanse in coltura ma tendono a crescere 
più lentamente rispetto alle MSCs di donatori sani, hanno lo 
stesso fenotipo e cariotipo ma una diversa espressione di alcune 
citochine (down regulation di IL-7 e IL-6). Tali osservazioni 
sono state confermate  anche da ricerche successive che hanno 
evidenziato come MSCs di modelli animali di LES (BXSB 
mice) presentino difetti strutturali e funzionali. (35) Sulla base 
di tali considerazioni, è stato ipotizzato un possibile ruolo 
eziopatogenetico delle MSCs nello sviluppo della patologia 
lupica e, quindi, è stato postulato che esse possano 
rappresentare un nuovo target terapeutico (5). 
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2. Scopo dello studio 
 
Caratterizzazione delle MSCs di origine midollare in un 
modello animale di LES  
 
Endpoint primario 
 
- Valutazione delle caratteristiche morfologiche e funzionali 
delle MSC di origine midollare in un modello murino di LES 
precedentemente e successivamente allo sviluppo delle 
manifestazioni sierologiche e cliniche della malattia lupica: 
densità, vitalità, fenotipo cellulare superficiale, capacità 
differenziative e proliferative in vitro. 
 
Endpoint secondario 
- Correlazione di parametri clinici e sierologici del modello 
animale  con il profilo delle MSCs. 
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3. Materiali e Metodi 
Il progetto di ricerca è stato presentato ed approvato dal 
Comitato Etico dell‟Università di Pisa nella seduta del 22 
Dicembre 2010 con richiesta ai sensi del D.Lg 116/92.  
3.1 ModelloAnimale 
L‟incrocio tra i ceppi murini inbred New Zealand Bielchowsky 
Black (NZB) e New Zealand White (NZW) (NZB/NZW F1) è 
considerato il modello murino ibrido più somigliante alla 
malattia che colpisce l‟uomo. La malattia lupica in tale modello 
si caratterizza per una maggiore severità delle manifestazioni 
cliniche negli esemplari femmina che hanno una sopravvivenza 
media di circa 40 settimane (circa 60 negli esemplari maschio) 
con una mortalità del 50% entro le 32 settimane; la morte è 
generalmente causata da una glomerulonefrite autoimmune.  
Dal punto di vista sierologico, il modello si caratterizza per la 
presenza di elevati livelli circolanti di auto anticorpi che 
iniziano a comparire tra le 8 e le 12 settimane di vita (anti- 
nucleo e anti- dsDNA), modesta elevazione degli 
immunocomplessi circolanti e riduzione dei livelli di 
complemento a partire dalle 24 settimane di vita. Talvolta (dal 
35 al 78% dei casi) sono presenti anticorpi anti- eritrociti, ma lo 
sviluppo di una vera e propria anemia emolitica è raro. 
La nefrite si caratterizza come una glomerulonefrite con 
proliferazione a livello mesangiale ed endoteliale, ispessimento 
della membrana basale glomerulare, sclerosi glomerulare, 
atrofia tubulare, flogosi interstiziale e vasculite. La proteinuria 
inizia a comparire tra la 20 e la 27 settimana di vita, seguita 
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dalla riduzione della funzione renale che si verifica 
generalmente tra la 24 e la 38 settimana. Manifestazioni extra- 
renali includono linfoadenopatie, splenomegalia, infarto 
miocardico, vasculite. 
Esemplari femmina di topi inbred C57BL6/J sono stati utilizzati 
come controlli. 
3.2 Gestione degli animali 
Gli animali sono stati trattati secondo la direttiva della 
Comunità Economica Europea 609/86. 
Al fine di permettere la crescita e il monitoraggio degli animali, 
sono stati allestiti gli ambienti presso lo Stabulario 
dell‟Università di Pisa e gli animali sono stati posti all‟interno 
di gabbie con accesso ad libitum al cibo. Gli animali sono stati 
inoltre pesati settimanalmente e al momento del sacrificio. 
3.3 Sacrificio degli animali  
Gli animali sono stati anestetizzati con Pentobarbital sodico 
(0.05 i.m). È stata eseguita una toracotomia mediana ed è stato 
localizzato il cuore. Si è proceduto con il prelievo di sangue 
mediante iniezione intracardiaca. Tale modalità di prelievo è 
risultata essere la più idonea poiché ha consentito di ottenere 
una maggiore quantità di sangue rispetto ad un prelievo da vena 
caudale. Il sangue è stato campionato in provette da 4 ml con 
clot activator e successivamente sierato. I reni espiantati sono 
stati conservati in formalina e a -80° C per successive analisi 
istologiche. 
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3.4 Studio dei parametri di impegno renale: proteinuria  
Settimanalmente, ogni animale é stato posto all‟interno di 
gabbie metaboliche per la raccolta delle urine delle 24h; i 
campioni sono stati utilizzati per l‟analisi della proteinuria 
mediante albustick e i risultati riportati in modo quantitativo. 
 
3.5 Disegno sperimentale 
Esemplari femmina di 8 settimane di topi NZB/NZW F1 e 
C57BL6/J sono stati mantenuti in specifiche gabbie in 
condizioni di temperatura, illuminazione ed umidità controllate 
con disponibilità illimitata di cibo ed acqua. 
Al momento dell‟inizio dello studio, gli animali (N= 50) sono 
stati suddivisi nei seguenti gruppi sperimentali: 
1- TOPI PATOLOGICI 
25 Esemplari NZB/W F1 suddivisi nei seguenti sottogruppi 
sperimentali: 
Gruppo P8, n=5 da sacrificare a 8 settimane 
Gruppo P18, n=5 da sacrificare a 18 settimane 
Gruppo P30, n=5 da sacrificare a 30 settimane 
Gruppo P36, n=5da sacrificare a 36 settimane 
Gruppo P nat, n=5 da seguire fino a morte naturale 
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2- CONTROLLI SANI 
25 Esemplari C57BL6J (controlli) suddivisi nei seguenti 
sottogruppi sperimentali: 
Gruppo C8, n=5 da sacrificare a 8 settimane 
Gruppo C18, n=5 da sacrificare a 18 settimane 
Gruppo C30, n=5 da sacrificare a 30 settimane 
Gruppo C36, n=5da sacrificare a 36 settimane 
Gruppo Cnat, n=5 da seguire fino a morte naturale 
 
3.6 procedura sperimentale 
Monitoraggio clinico dei gruppi sperimentali 
Peso corporeo e proteinuria delle 24 ore sono stati valutati 
all‟arrivo degli animali e, successivamente, settimanalmente 
fino al sacrificio o alla morte naturale.  
Tutti gli animali saranno collocati in apposite gabbie 
metaboliche per la raccolta delle urine delle 24 ore; sul 
campione urinario sarà dosata la proteinuria con metodo 
semiquantitativo (Albustix, Bayer). 
Campioni sierici ottenuti da sangue venoso ricavato al momento 
del sacrificio degli animali sono stati conservati in opportune 
condizioni per il successivo dosaggio di creatininemia, C3, 
ANA e anti ds- DNA . 
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Isolamento ed espansione MSCs midollari murine 
La capacità di aderire al materiale plastico in vitro è la 
caratteristica fondamentale che viene sfruttata per l‟isolamento 
da midollo di MSCs sia nell‟uomo che nel ratto; tale 
caratteristica, invece, non è esclusiva delle MSCs nel topo in cui 
anche cellule ematopoietiche riescono a sopravvive ed ad  
aderire alla plastica per numerose generazioni successive e, 
pertanto, rappresentano una importante causa di contaminazione 
quando si voglia isolare MSCs. 
Questa caratteristica ha reso molto difficile l‟isolamento delle 
MSCs murine e nel corso degli anni sono stati proposti vari 
metodi finalizzati alla rimozione dal campione midollare delle 
cellule contaminanti; le strategie più frequentemente riportate 
sono state una selezione positiva o negativa in base 
all‟immunofenotipo prima della semina, l‟esposizione a 
sostanze citotossiche o a fattori di crescita con risultati variabili 
in termini di efficacia. Inoltre, questo tipo di trattamento delle 
colture può portare ad una selezione cellulare estrema con 
possibili conseguenze sulla fisiologia delle colture stesse (36-
42). 
Più recentemente, Nadri S e Soleimani M al hanno proposto un 
nuovo protocollo di isolamento ed espansione di MSCm 
midollari murine che si basa su frequenti cambi di terreno nelle 
fasi iniziali della coltura primaria e su un metodo di distacco 
delle cellule che prevede l‟utilizzo di Tripsina diluita e un breve 
tempo di incubazione (43, 44). 
Quest‟ultimo e più recente protocollo è quello che abbiamo 
adottato per il presente progetto di ricerca; tuttavia, con lo scopo 
di rendere tale protocollo più facilmente realizzabile e più 
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aderente alla procedura di isolamento e di espansione di MSCs 
umane abbiamo introdotto alcune piccole variazioni nella 
composizione del terreno e nella procedura. La messa a punto di 
tali variazioni è stata l‟oggetto di una parte di esperimenti 
iniziali che hanno portato alla stesura del protocollo finale sotto 
riportato e alla verifica della sua efficacia in termini di resa 
cellulare e fattibilità nell‟ambito del nostro laboratorio. 
Riportiamo di seguito il protocollo finale di isolamento ed 
espansione di MSCs adottato negli esperimenti di questo 
progetto di ricerca. 
 
Terreno di coltura per MSC murine 
1. 450 ml di DMEM BASE (1880028Gibco- Invitrogen) 
2. 50 ml di FBS (10%)  
3. 5 ml Glutamax (Glutamax – Gibco 100x ) 
4. 1.25 ml Gentamicina (80 mg/sml) 
 
Procedura di Isolamento ed espansione delle MSCs da midollo 
osseo di esemplari NZB/W F1 e B57CL6J 
(1) Somministrazione i.m. di 0.05 ml di Pentobarbital per 
addormentare il topo 
(2) Dopo disinfezione con alcool del torace, toracotomia 
mediana e localizzazione del cuore, quindi prelievo 
ematico  mediante puntura intracardiaca fino alla morte 
dell‟animale. 
(3) Raccolta del sangue  in provette da 2 ml con clot activator 
per successivo sieraggio e stoccaggio -20°. 
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(4) Asportazione di tibie, femori e zampe anteriori da ciascun 
esemplare; asportazione mediante bisturi di cute, 
sottocutaneo e tessuto muscolare; conservazione dei 
campioni in terreno di coltura DMEM arricchito con  
Pennicillina/Streptomicina su ghiaccio fino all‟arrivo in 
laboratorio; 
(5) Completamento della pulizia di tibie, femori e zampe 
anteriori sotto cappa 
(6) Flushing nel canale midollare con SF (1 ml) tramite ago 
27 G e aspirazione del midollo da mettere in Falcon da 15  
(7) Diluizione 1:4 con soluzione fisiologica  
(8) Deposito di 3 ml di histopaque (1.083 g/ml, SIGMA) sul 
fondo di una Falcon da 15ml e successiva lenta 
stratificazione di 5 ml di midollo diluito.  
(9) Centrifuga  a 400g per 20‟ 
(10) Rimozione dell‟anello di cellule mononucleate 
mediante micropipetta e posizionamento all‟interno di 
una Falcon da 15 ml. Successiva aggiunta di  SF fino al 
riempimento della falcon. 
(11) Centrifuga della soluzione per 5‟ al fine del lavaggio del 
gradiente; successiva rimozione del supernatante e 
risospensione del pellet in 1 ml di terreno completo. 
(12) Determinazione del numero di cellule vitali mediante 
colorazione con Tripan Blue e conta in camera di Thoma 
seguendo la seguente procedura: 
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diluizione 1:1 di 10 µl di sospensione e 10 µl di Tripan Blue 
e conteggio mediante la formula: 
N x volume x 2x 10
4
= N cellule totali del campione 
13) Semina delle cellule in fiasche alla densità iniziale di 
300.000- 400.000 cell/cm
2
 in 5 ml di terreno e incubazione a 
37° in ambiente umidificato al 5% di CO2 
14) Dopo 3 ore di incubazione rimozione del supernatante e 
sostituzione con terreno fresco  
15) Dopo 24 ore dalla semina, nuova sostituzione del mezzo, 
quindi ogni due giorni fino all‟osservazione della confluenza 
cellulare (≈80%) 
16) Lavaggio delle cellule con PBS e incubazione con 0.5 ml 
di Tripsina 0.025% per 3‟ a 37°, quindi neutralizzazione 
della Tripsina aggiungendo almeno 5 ml di mezzo completo 
17) Posizionamento della soluzione in una Falcon da 15 e 
centrifuga per 5‟ al fine di rimuovere la Tripsina, successiva 
rispospensione in 1 ml di terreno completo 
18) nuova conta cellulare con Trypan Blue (vedi step 12) 
19) semina per CFU di P1 alla densità di 100  cell/cm
2 
 
20) Semina delle cellule ad una densità di 3000- 5000 cm
2
  
21) Cambio del mezzo ogni 2-3 giorni fino alla confluenza, 
quindi distacco delle cellule (split P1- P2) per ottenere P2, 
successiva ripetizione di tutti gli steps. 
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Caratterizzazione fenotipica e funzionale delle MSC 
Potenziale clonogenico e curve di crescita 
La valutazione del potenziale clonogenico delle culture cellulari 
è stata fatta applicando due metodiche diverse; nelle colture 
primarie siamo andati a contare i raggruppamenti di cellule 
monomorfe visibili microscopicamente a 7 e a 14 giorni dalla 
semina. La conta delle colonie cellulari (CC) è stata effettuata al 
microscopio a contrasto di fase; ciascun conteggio è stato fatto 
in doppio da due operatori indipendenti e i risultati forniti sono 
la media dei due conteggi; è stata definita CC un 
raggruppamento di cellule monomorfe contenente almeno 30 
elementi.  
Successivamente al primo distacco, è stato effettuato un saggio 
per CFU secondo la metodica classica riportata in letteratura 
(45) alla prima e seconda generazione. 
Nel dettaglio, una volta raggiunta la confluenza della coltura 
cellulare e ultimato il relativo distacco e conta delle cellule 
ottenute secondo la metodica riportata in precedenza, la 
sospensione cellulare è stata diluita in terreno completo e 
seminata in piastre ad una densità di 100 cellule/cm
2
. Quindi, la 
coltura è stata incubata per 14 giorni a 37°C in atmosfera 
contenente 5% di CO2; successivamente le piastre sono state 
lavate con PBS e fissate con Cristal Violetto diluito allo 0.5% 
con metanolo per 5-10 minuti a temperatura ambiente. Quindi, 
le piastre sono state lavate più volte con PBS per la rimozione 
del colorante in eccesso, quindi le colonie visibili 
macroscopicamente contate. 
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L‟andamento della crescita delle colture è stato valutato 
mediante il calcolo del cumulative Population Doubling (cPD); 
nel dettaglio, tale parametro si ottiene applicando la seguente 
formula:  
 
PD=Log (N assoluto cellule staccate/N assoluto cellule 
seminate)x 3.32 
 
Il valore di PD così ottenuto ad ogni successiva generazione 
cellulare è stato quindi utilizzato per la costruzione delle curve 
di crescita. 
 
Capacità differenziative  
Le potenzialità differenziative delle cellule espanse sono 
valutate utilizzando specifici fattori inducenti la 
differenziazione in senso osteogenico ed adipogenico.  
Differenziazione osteogenica: la stimolazione delle colture con 
fattori promuoventi la differenziazione in senso osteogenico è 
stata condotta secondo la seguente metodica:  la sospensione 
cellulare viene  messa in coltura ad una concentrazione di 
10.000 cellule/cm
2
. Si aggiungono al terreno i seguenti fattori 
differenzianti: 1) acido ascorbico 100 mcg/ml  2) beta-
glicerofosfato 10mM  3) dexametasone 10-7M.  I terreni 
vengono cambiati ogni 2-3 giorni. Al 20-21° giorno si valuta il 
deposito di idrossiapatite colorando con Alizarina S.  
Colorazione con Alizarina S: le cellule vengono lavate con 
HBSS a temperatura ambiente e fissate in etanolo al 70% per 60 
min. a 4°C, per poi essere lasciate ad incubare in Alizarina S 40 
mM pH 4.2 per 10 min. a temperatura ambiente in continua 
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agitazione. Per minimizzare il legame aspecifico si lavano 
velocemente 5 volte con HBSS e in maniera più estesa (15min) 
a temperatura ambiente. 
Differenziazione adipogenica: la stimolazione delle colture con 
fattori promuoventi la differenziazione in senso adipogenico è 
stata condotta secondo la seguente metodica: la sospensione 
cellulare viene messa in coltura ad una concentrazione di 
10.000 cellule/cm
2
. Si aggiungono al terreno i seguenti fattori 
differenzianti: isobutilmetilxantina (IBMX) 0.5mM, insulina 
10E-6M, dexametasone 10-7M, indometacina 70 µM. I terreni 
vengono cambiati ogni 2-3 giorni. Al 20-21° giorno si valuta la 
formazione di vacuoli lipidici, colorabili con colorazioni 
specifiche quali il Sudan Black o l‟Oil red. 
 
 Caratterizzazione immunofenotipica mediante analisi 
Citofluorimetrica 
Dal momento che per le MSC murine come per quelle umane 
non è stata identificato un marcatore di superficie unico e 
specifico, lo scopo dell‟analisi citofluorimetrica è stato quello di 
quantificare la popolazione con un fenotipo MSC murino 
(caratterizzato dalla espressione di Sca-1 e CD 106) rispetto a 
possibili contaminanti (in particolare ematopoietici, 
caratterizzati dall‟espressione di CD45 e CD117).  
Abbiamo inoltre aggiunto alla nostra valutazione lo studio dei 
marcatori di superficie CD 105 e CD90, ampiamente utilizzati 
per la caratterizzazione delle MSC umane. 
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Procedura: lavaggio della sospensione cellulare con PBS 
aggiungendo NaN3 (Sigma) 0.1% e BSA 0.05% (Sigma), 
incubazione con anticorpi monoclonali coniugati con 
fluorocromi (Mylteni) per 30 minuti a 4°C, in accordo con le 
indicazioni della ditta fornitrice. Dopo l‟incubazione, lavaggio 
delle cellule con  D-PBS/NaN3/BSA e acquisizione di almeno 
30,000 eventi tramite  FACSCantoTM II cytometer (Necton 
Dickinson, San Jose, CA, USA) con successiva analisi mediante  
FACSDivaTM analysis software. 
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4- RISULTATI  
La valutazione dei parametri clinici del modello animale di LES 
è stata condotta su 25 esemplari del ceppo NZB/W F1 (da qui 
indicato con la lettera “P”) e confrontata con 25 esemplari di 
controllo appartenenti al ceppo di controllo C57BL/6J (da qui 
indicato con la lettera “C”).  
4.1 Studio dell’andamento clinico e sierologico della 
glomerulonefrite nel modello animale di LES 
All‟arrivo presso lo stabulario il peso medio degli animali è 
risultato di 16,3 g nel ceppo C57BL/6J e di 14.4 g nel ceppo 
NZB/WF1; rispetto ai controlli è stato osservato un progressivo 
incremento ponderale nei topi patologici (incremento medio 
dalla settimana 8 alla settimana 36 di 7.4 g); il peso degli 
esemplari di ciascun sottogruppo al momento del sacrificio è 
riportato in tabella 1. 
Nei gruppi patologici, la eliminazione urinaria media di proteine 
delle 24 ore è risultata di 0.30 mg (±0.10) a 12 settimane, 0.58 
(±0.47) mg/dl a 14 settimane, 5.18 (±9) mg/dl a 18 settimane, 
3.60 mg (±5) a 20 settimane, 14.79 mg (±12) a 24 settimane, 13 
mg(±11) a 30 settimane  e 42.9 mg a 36 settimane; abbiamo 
quindi iniziato ad osservare un iniziale aumento della 
proteinuria a partire dalle 14 settimana ma questo è divenuto 
significativo a partire dalla 18 settimana di vita (18 settimana 
vs.14 settimana P=0.004).  
Nei controlli, la media dei valori di proteinuria è risultata 
rispettivamente di 2.0 ( 3), 1.9( 5.4) mg, 0.45( 0.4) mg, 3.13 
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( 5.8) mg, 0.34( 0.4) mg, 0.27 ( 0.07) mg e 1( 0.5) a 12, 14, 
18, 20, 24, 30 e 36 settimane (grafico 1). 
Gli esemplari non sottoposti a sacrificio hanno avuto una 
sopravvivenza media di 40 settimane nel gruppo patologico 
(NZB/WF1) mentre gli esemplari del gruppo di controllo 
(C567BL6/J) sono tutt‟ora viventi (>60 settimane). 
 
4.2 Caratterizzazione morfologica, immunofenotipica, 
potenziale clonogenico e capacità differenziative delle MSC  
 
4.2.1 Valutazione quantitativa delle cellule mononucleate 
ottenute in seguito a prelievo midollare nei topi NZB/WF1 e nei 
topi C57BL6/J  
La conta delle cellule vitali è stata effettuata sui campioni 
midollari con colorazione Trypan Blue e successivo conteggio 
microscopico alla camera di Thoma. Ciascun conteggio è stato 
fatto in doppio da due operatori indipendenti e i risultati forniti 
sono la media dei due conteggi. 
In foto 2-4 è rappresentata la visione microscopica della camera 
di Thoma per la conta delle cellule vitali prima della semina; è 
stato possibile distinguere chiaramente strutture cellulari di 
piccole dimensioni, di forma rotonda e dai margini netti 
(identificabili come globuli rossi e, pertanto non includibili 
nella conta) rispetto agli elementi mononucleati. 
Complessivamente, la media delle cellule mononucleate è 
risultata minore nei topi NZB/W F1  (4.8910
6
2.66 x10
6
) 
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rispetto ai  B57CL6/J (8.85x 10
6
3.59 x10
6
) con una differenza 
statisticamente significativa (p<0.003). 
Inoltre, nei topi NZB/W F1 la resa midollare in termini di 
elementi mononucleati è risultata pressoché costante dalla 8  
alla 30 settimana (da una media di 3.85x 10
6 
 a una di 3.25x 10
6
) 
ma è risultata significativamente maggiore al sacrificio dei topi 
a 36 settimane (9.13x 10
6 
, p=0.007). 
Nessuna differenza in termini di resa midollare è stata osservata 
nei topi 
 
B57CL6/J nei sacrifici alle diverse età.
 
 
 
4.2.2  Valutazione morfologica e delle colonie cellulari (CC) 
delle colture primarie a 7 e a 14 giorni dalla semina 
Nei primi giorni dopo la semina le colture primarie si 
mostravano polimorfe e costituite da cellule ad abito 
mesenchimale (fusiformi) affiancate da cellule di morfologia e 
dimensioni variabili e non riconducibili a MSC (multiradiate, 
appiattite o rotonde e altamente rifrangenti). 
A parità di densità iniziale di semina, nei NZB/W F1 la conta 
media delle CC è risultata di 3.3 (min 0-max 7) e 10.7 (min 0-
max 29) rispettivamente dopo 7 e 14 giorni; risultati analoghi 
sono stati ottenuti nei topi C56BL6/J: 3.8 (min 0- max 16) e 8.1 
(min 0- max 29) a 7 e 14 giorni rispettivamente. 
Tuttavia, se andiamo ad analizzare il numero delle CC ottenute 
nei due ceppi di esemplari alle diverse età di sacrificio, 
osserviamo che mentre nei topi patologici il numero assoluto 
delle CC decresce significativamente con l‟avanzare delle 
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settimane (da una media di 4.75 a 0 CC a 7 giorni e da una 
media di 18 a 3 CC a 14 giorni rispettivamente a 8 e 36 
settimane di età) esso si mantiene costante nei controlli. La 
frequenza di CC ottenute rispetto alla conta cellulare iniziale è 
riportata in tabella 2; si osserva che la frequenza di CC sia 
significativamente superiore nei NZB/W rispetto ai B57CL6/J 
dalla 8 alla 30 settimana, successivamente tale differenza tende 
ad annullarsi. Da notare che, quindi, la frequenza di CC ottenute 
dalla cultura primaria tende a diminuire progressivamente nei 
topi patologici sacrificati all‟età di 36 settimane rispetto a quelli 
sacrificati fino alla 30 settimana di vita.(Tab 2) 
 
4.2.3 Valutazione del tempo necessario alla confluenza della 
coltura primaria e dei successivi passaggi 
Il tempo medio necessario per ottenere la prima confluenza, 
definita come una occupazione di >80% dello spazio 
disponibile per la crescita, è risultato di 23.8 giorni per i 
NZB/WF1 (±6; min 14 –max 36) e 24.7 giorni per i C57BL6/J 
(± 3; min 20- max 29); tuttavia, mentre nel gruppo di controllo 
esso si è mantenuto costante alle diverse settimane di età, nel 
gruppo dei NZB/W F1 abbiamo osservato un progressivo 
aumento del tempo richiesto al raggiungimento della prima 
confluenza (da 19 giorni a 8 settimane a 36 giorni a 36 
settimane) seppur tale differenza non sia risultata 
statisticamente significativa (P=0.2) (Tab 3). 
Nel corso dei passaggi successivi, il tempo necessario al 
raggiungimento della confluenza tende a diminuire (in media 9 
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giorni in NZB/W F1 e 10 giorni in C57BL6J) ma rimane 
costante nei diversi sottogruppi di età diverse. 
4.2.4  Analisi del Population doubling (PD) 
L‟analisi del PD fornisce la stima più realistica delle capacità 
proliferative della popolazione di cellule mesenchimali e, 
quindi, del potenziale di espansione della coltura stessa. 
La curva di crescita delle culture NZB/W F1 e B57CL6J è 
rappresentata nei grafici 2 e 3. Come si può osservare, in 
entrambi i gruppi la curva della crescita tende ad assumere una 
conformazione sigmoidale: dopo un iniziale periodo di plateau 
si verifica una fase di crescita esponenziale seguita, come 
atteso, da un nuovo plateau che corrisponde ala fase di 
esaurimento del potenziale replicativo delle cellule.  
L‟inizio della crescita avviene nell‟arco dei primi 60-90 giorni 
dalla semina per le colture NZB/W F1 con mantenimento delle 
capacità replicative oltre alla XII generazione sia per le 
popolazioni P8 che P30; il sottogruppo P36 ha invece 
dimostrato minori capacità di espansione e definitiva 
interruzione delle linee cellulari dalla generazione 6-7. Inoltre, 
se andiamo ad analizzare la velocità di espansione delle colture, 
osserviamo come vi sia una progressiva perdita della capacità 
replicativa dalla P8 alla P36 e un progressivo aumento della 
latenza della crescita esponenziale (in media 80 giorni per P8, in 
media 120 giorni per P30, in media a 148 giorni per P36). 
Diversamente, nelle colture B57CL6/J la velocità di espansione 
cellulare non ha dimostrato un trend in discesa con l‟aumentare 
dell‟età degli animali al sacrificio; le colture di C18 e C36 
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hanno infatti dimostrato migliori performances replicative 
rispetto al sottogruppo C8. Analogamente, la fase di crescita 
esponenziale è iniziata in media dopo 55 e 77 giorni 
rispettivamente in C36 e C18 mentre ha richiesto 120 giorni in 
C8. 
 
4.2.5 Analisi citofluorimetrica  
La identificazione dell‟immunofenotipo mesenchimale è stata 
effettuata mediante analisi citofluorimetrica e in fig 5 e 6 è 
riportato graficamente l‟andamento dell‟espressione percentuale 
dei marcatori di superficie scelti nel corso dei successivi 
passaggi nelle colture C57BL6J (fig. 5) e NZB/WF1 (fig. 6). 
In figura 7 è riportato l‟andamento percentuale delle cellule a 
fenotipo mesenchimale (CD45- e Sca1+) nel corso delle 
successive generazioni di NZB/WF1; come possiamo osservare 
tale percentuale passa da 23% a P1 ad una percentuale 
stabilmente superiore all‟80% a partire dalla terza generazione 
(P2= 69%, P3=81%, P4=88%, P8= 98%, P9=98%); 
simultaneamente, si osserva una consensuale riduzione della 
componente cellulare CD45+, fenotipo tipicamente 
ematopoietico (P1=76%, P2= 31%, P3= 19%, P4=12%, P8=2%, 
P9=2%). Tale andamento sta ad indicare una progressiva 
purificazione delle colture con eliminazione dei contaminanti 
ematopoietici che diviene accettabile già a partire dalla terza 
generazione. 
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4.2.6  Capacità differenziative (osteogenica, adipogenica): 
tempo necessario al raggiungimento  della differenziazione  
La valutazione delle capacità differenziative rappresenta un 
ulteriore requisito delle MSCs. A tale scopo, sono stati effettuati 
dsaggi differenziativi in senso osteogenico e adipogenico sulle 
colture cellulari di NZB/WF1 alla quarta generazione. 
Per la differenziazione adipogenica, alla generazione P4 è stato 
aggiunto terreno specifico secondo le indicazioni della ditta 
venditrice (STEMPRO Adipogenesis Differentiation Kit, 
GIBCO) e la coltura ha evidenziato sporadici segni di 
differenziazione dopo dieci giorni (foto 4, 5). 
La capacità differenziativa in senso osteogenico è stata valutata 
alla generazione P4 dopo aggiunta di terreno specifico 
(STEMPRO Osteogenesis Differentiation Kit, GIBCO) la 
coltura ha evidenziato sporadici segni di differenziazione dopo 
31 giorni (foto 6-9). 
 
 
 
           
 
. 
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DISCUSSIONE 
L‟ obiettivo di questo progetto di ricerca è stato quello di studiare 
le caratteristiche morfologiche e funzionali di cellule 
mesenchimali stromali di origine midollare murina in un ceppo di 
topi ibridi che sviluppa spontaneamente una patologia da 
immunocomplessi molto simile al LES umano. Lo scopo del 
nostro progetto è stato anche quello di analizzare i reperti 
midollari in relazione alle varie fasi di sviluppo della malattia e di 
correlarli con i parametri clinici della malattia, in particolare con i 
parametri di danno renale. 
In considerazione della scarsità di dati esistenti in letteratura 
sull‟argomento, abbiamo ritenuto opportuno eseguire lo stesso tipo 
di indagini anche su un ceppo di topi inbred (C57BL6J) 
ampiamente utilizzato in studi preclinici come gruppo di controllo. 
L‟osservazione seriata dell‟ escrezione urinaria di proteine ha 
messo in evidenza la comparsa di proteinuria patologica negli 
animali NZB/W F1 a partire dalla 18
a
 settimana di vita e, in 
corrispondenza di tale periodo è stato osservato anche un 
incremento ponderale. Come atteso, questo incremento non si è 
verificato nei gruppi di controllo che hanno mostrato valori stabili 
nel tempo sia nella escrezione urinaria di proteine che nel peso 
corporeo. 
La 18
a
 settimana di vita può essere pertanto considerato l‟inizio 
della patologia renale clinicamente evidente in tale modello che va 
spontaneamente incontro a sindrome nefrosica e deterioramento 
progressivo della funzione renale; infatti, a partire dalla 18
a
 
settimana quando la proteinuria ha raggiunto i primi valori 
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patologici, abbiamo assistito ad un progressivo aumento dei valori 
della stessa fino al decesso degli esemplari. 
Per quanto riguarda il campione midollare, i nostri esperimenti 
sono iniziati con una messa a punto del protocollo di estrazione e 
di espansione cellulare nel tentativo di uniformare la procedura 
utilizzata a quella prevista in campo umano.  
È noto che la tecnica di estrazione midollare nel topo è resa 
difficoltosa dalla piccola dimensione degli animali con una 
conseguente bassa resa cellulare. Nel nostro protocollo abbiamo 
cercato di ottimizzare l‟estrazione utilizzando sia le zampe 
posteriori che quelle anteriori ed introducendo un passaggio di 
separazione su gradiente di densità con lo scopo di arricchire il 
campione midollare ottenuto in cellule mononucleate rimuovendo 
elementi cellulari di non interesse (globuli rossi, frammenti etc).  
E‟ interessante notare come la resa cellulare ottenuta è risultata 
significativamente maggiore nei controlli rispetto ai gruppi 
patologici, indipendentemente dall‟età a cui è avvenuto il 
sacrificio; inoltre, mentre nei topi di controllo la resa midollare è 
risultata costante nel tempo, nei topi patologici Vi è stato un 
incremento significativo della cellularità mononucleata nei 
sacrifici effettuati alla 36 settimana, nel momento di massima 
espressione clinica di malattia. La differenza tra C57BL6/J e 
NZB/WF1 potrebbe essere spiegata da una differenza intrinseca 
dei due ceppi di topo stesso; è noto infatti che esistono differenze 
non trascurabili in termini di densità di cellule stromali, capacità 
proliferative e immunofenotipo tra diversi ceppi murini (36, 37). 
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Al contrario, la variazione della cellularità midollare totale 
osservata nello stesso ceppo NZB/WF1 nel corso della malattia 
potrebbe spiegarsi con una iperplasia reattiva delle cellule 
mononucleate (linfociti autoreattivi? macrofagi?) o una 
infiltrazione midollare da parte delle stesse in fase di attività di 
malattia. L‟ipotesi che si possa trattare di una iperplasia o 
infiltrazione non-mesenchimale nelle fasi tardive di malattia è 
anche supportata dalla osservazione sul potenziale clono genico 
delle colture NZB/WF1 a diverse età; infatti, mentre la capacità di 
formare colonie cellulari monomorfe (espressione di una capacità 
clono genica tipica delle MSC) rimane pressoché costante nelle 
colture primarie di B57CL6J nel corso delle settimane, nelle 
colture NZB/WF1 abbiamo osservato un progressivo decremento 
della stessa con il passare delle settimane, consensualmente allo 
sviluppo clinico della malattia. 
Ne deriva che nel midollo di topi patologici la densità di MSC 
tende a decrescere nel corso della malattia. 
Tale caratteristica sembra essere confermata anche dall‟analisi del 
tempo necessario al raggiungimento della confluenza cellulare; 
infatti, anche i questo caso non abbiamo osservato differenze 
significative in tale parametro tra topi patologici e topi sani, 
tuttavia è stato registrato un aumento dl tempo richiesto alla prima 
confluenza dai campioni di 8 settimane rispetto ai campioni di 36 
settimane (da 19 a 36 giorni necessari), seppure tale differenza non 
sia risultata statisticamente significativa. Se tale osservazione sarà 
confermata in futuri esperimenti si tratta di una ulteriore conferma 
del fatto che le capacità moltiplicative e di crescita delle culture 
ottenute tendono ad essere compromesse con l‟avanzare della 
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malattia, a causa di un difetto intrinseco delle MSCs, sia esso di 
tipo quantitativo (per infiltrazione o iperplasia midollare di altre 
linee cellulari a svantaggio della componente stremale) o 
qualitativo. 
Tali osservazioni risultano anche avvalorate dall‟analisi della 
curva di crescita delle colture cellulari; infatti essa mostra una fase 
di latenza iniziale che coincide con le generazioni 0-2; il 
significato di tale latenza, che si osserva tipicamente nelle colture 
di MSCs murine, è da ricondursi al fatto che la coltura primaria e i 
primi passaggi sono caratterizzati da una alta percentuale di 
contaminazione di cellule non-MSCs prive di capacità 
proliferative in vitro. Tuttavia, la durata di tale latenza è risultata 
superiore nelle colture dei topi patologici rispetto ai sani; inoltre, il 
sottogruppo di topi patologici sacrificati a 36 settimane (e quindi 
in piena attività clinica di malattia) ha mostrato una ridotta 
capacità proliferativa in vitro con colture cellulari che non hanno 
superato la 6-7 generazione. 
L‟analisi citofluorimetrica e gli studi differenziativi hanno 
consentito di confermare la natura mesenchimale delle nostre 
coltivazioni dal punto di vista immunofenotipico e funzionale. 
E‟ interessante notare come l‟analisi citofluorimetrica degli 
antigeni di superficie abbia confermato un elevato grado di 
purezza delle colture cellulari a partire dalla terza-quarta 
generazione. 
In conclusione, il confronto di MSCs murine derivanti da ceppi 
diversi (in particolare NZB/W F1 e C57BL6J) ha portato ad 
evidenziare alcune differenze tra cui, la più significativa, è la 
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cellularità mononucleata midollare, risultata superiore nei ceppi 
sani rispetto ai patologici. Tuttavia tale differenza è di non univoca 
interpretazione potendo essere dovuta ad una differenza intrinseca 
dei due ceppi piuttosto che ad una influenza negativa della 
malattia stessa. Esperimenti futuri volti ad uno studio istologico e 
ad una caratterizzazione cellulare midollare nei topi NZB/W F1 
potranno chiarire tale aspetto.  
Più interessanti, a nostro avviso, sono i cambiamenti nella 
numerosità e nella fisiologia MSC che sono stati osservati 
all‟interno dello stesso ceppo (NZB/W F1) con il decorrere della 
malattia. Questi cambiamenti sembrano supportare i risultati di 
esperimenti condotti in altri laboratori su altri modelli murini di 
LES in cui sono stati osservati segni di una precoce senescenza 
delle colture cellulari MSCs rispetto ai controlli.  
Il risvolto di queste osservazioni preliminari potrebbe essere di 
notevole importanza da due punti di vista diversi, entrambi con 
ricadute cliniche potenzialmente importanti. 
In primo luogo, l‟interesse verso le MSCs nelle malattie 
autoimmuni sistemiche è guidato dal possibile impiego delle 
stesse come terapie cellulari nei pazienti refrattari alle terapie 
tradizionali. Con questa finalità, una conoscenza accurata della 
fisiologia di tali cellule permetterebbe sicuramente una 
ottimizzazione delle procedure di trapianto (in termini, ad 
esempio,  di timing più opportuno per il trapianto, numero di 
cellule da infondere e generazione cellulare più idonea) con il 
minimo di eventi avversi. Inoltre, la consapevolezza che in 
pazienti con LES le MSCs possono essere portatrici di difetti 
funzionali intrinseci o che si sviluppano con l‟avanzare della 
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patologia, condiziona la possibile inefficacia terapeutica di un 
trapianto autologo di MSCs rispetto ad una procedura di trapianto 
allogenico.  
Tuttavia, seppure queste osservazioni preliminari sulla alterata 
capacità proliferativa delle MSCs midollari del modello murino di 
LES rappresentino sicuramente una prima valutazione funzionale, 
ulteriori studi saranno necessari per valutare se tale difetto si 
accompagni anche ad un difetto delle capacità immunomodulanti 
di tali cellule. 
L‟altro risvolto interessante, seppur più teorico, risiede nel fatto 
che, se venisse confermato che le MSCs accumulano difetti nel 
corso della malattia e nelle fasi di attività della stessa, si potrebbe 
ipotizzare un possibile ruolo delle stesse nell‟ambito dei complessi 
meccanismi patogenetici dello sviluppo del LES; rimane da 
chiarire se la progressiva perdita della capacità funzionali delle 
MSCs sia alla base o, piuttosto, un epifenomeno della malattia 
stessa come risultato, ad esempio, del diverso milieu citochinico 
che caratterizza l‟attività di malattia.  
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Tab 1: peso degli animali al sacrificio 
Sottogrup
po 
Peso medio al sacrificio 
NZB/NZW F1 
Peso medio al 
sacrificio C57BL6J 
12 15.4 16.5 
18 18.6 15.5 
24 20.6 15.2 
30 21.2 16.0 
36 22.1 15.6 
 
 
 
Grafico 1: andamento della proteinuria delle 24 ore in topi sani 
(B57CL6J, linea blu) e patologici ( NZB/WF1, linea rossa) 
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Tab 2. Frequenza di colonie cellulari osservate a 7 e 14 giorni 
dalla semina  
 
NZB/W F1 C57BL6/J 
 
Frequenza media CC Frequenza media CC 
7 giorni 14 giorni 7 giorni 14 giorni 
8 settimane 1.24 x10
-6 
4,72x10
-6 
3.4x10
-7 
6.8x10
-7 
P<0.05 
18 settimane   6.8 x10
-7 
1.1x 10
-6 
 
30 settimane 1.26x10
-6 
3.8x10
-6 
2.8 x10
-7 
1.3 x10
-6 
P<0.05 
36 settimane 0 *3.2x10
-7 
3x10
-7 
2.5x10
-7 
P=n.s. 
  *P<0.002 P=n.s. P=n.s.  
 
Tab 3. Tempo medio necessario alla confluenza (>80%) della 
coltura primaria 
 
NZB/W F1 C576L/J 
 
Tempo medio alla 
confluenza di P0 
(giorni) 
Tempo medio alla 
confluenza di P0 
(giorni) 
8 settimane 19.5 24.3 P=n.s. 
18 settimane 20.1 23,75 P=n.s 
30 settimane 22.8 28 P=n.s 
36 settimane 36
 
24 P=n.s 
 P=0.2 P=n.s.  
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Grafico 2: NZB/W F1 Curva di crescita  
 
Grafico 3: C57BL6/J Curva di crescita 
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Fig 5: andamento espressione marcatori di superficie nei topi NZB/WF1 
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Fig 6. Andamento percentuale cellule a fenotipo MSC (CD45- Sca1+) e non-
MSC (CD45+) 
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Fig 7: analisi citofluorimerica P12 di NZB/WF1 a 8 settimane  
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Foto 1 Gradiente mediante Histopaque 
 
Foto 2 e 3  Conta cellulare di P0 alla camera di Thoma (10x e 20x) 
             
Foto 4: Dettaglio della camera di Thoma dopo colorazione con Tripan Bue: Si 
distinguono elementi mononucleati, globuli rossi ed elementi necrotici 
 
 
 
 
 
 46 
Foto5. Visione microscopica (10x) di un campione midollare a P0 
 
Foto 6. visione microscopica (10x) di una colonia cellulare a P0 
 
Foto 7:  visione microscopica (10x) di P0 alla confluenza 
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Foto 8: CFU dopo colorazione con Cristal Violetto 
 
Foto 9: Differenziazione adipogenica (20x) di P2 e suo controllo  
(in rosso i depositi lipidici intracellulari, colorazione Oil Red) 
        
Foto 10, 11 e 12: differenziazione osteogenica di P2 e suo controllo  
( in rosso i depositi minerali, colorazione Alizarina Red) 
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Foto 13: Differenziazione osteogenica: visione macroscopica dei pozzetti 
dopo colorazione  
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